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Yalnizca in vitro tani amagli, yalnizca profesyonel kullanim igindir.
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1- AMAC

ELLH.A Echinococcus, dolayl hemagliitinasyon yoluyla anti-Echinococcus granulosus serum antikorlannin kantitatif tayinini saglar. Hedef poptilasyon, hidatidoz
sliphesi olan herkesi igerir. Her kit, 102 testin veya 6 seyreltmenin 17 reaksiyonunun gergeklestirimesine olanak tanir.

2 - GIRIS

Hidatidoz veya kistik ekinokokoz, Echinococcus cinsinin bir cestodunun larvalan (hidatid) tarafindan neden olunan paraziter bir hastaliktir. Echinococcus granulosus'un yasam dongusti
hem kesin hem de ara konakgllara ihtiyag duyar. Genel olarak, kdpek kesin konakgidir, koyunlar ve nadir durumlarda insanlar ise ara konakgidir.

Hidatidler en sik karacigerde (50 ila 70%) ve ardindan akcigerlerde (25 ila 40%) bulunur.

E. granulosus hidatidoz enfeksiyonu, yavas ve sinsi bir hastalik seyri ile karakterizedir. Enfeksiyon nispeten asemptomatiktir ve biyolojik tani esas olarak antikorlarin saptanmasina
dayanir.

3 - PRENSIP

ELI.H.A Echinococcus, dolayll hemagliitinasyon prensibine dayanir.

Duyarlilastiriimis kirmizi kan hiicreleri, Echinococcus granulosus antijeni ile kapl koyun kirmizi kan hiicrelerinden olugur.

Anti-Echinococcus granulosus serum antikorlarinin varligi, duyarli hale getirilmis kirmizi kan hiicrelerinin agliitinasyonuna neden olur ve bu da kuyucugu kaplayan
bulanik kirmizi/kahverengi bir tortu olusmasina yol acar. Spesifik antikorlarin yoklugunda, kirmizi kan hiicreleri kuyucugun dibinde halka seklinde bir tortu olusturur.
Duyarli hale getirilmemis kirmizi kan hiicreleri, reaksiyonun 6zgllliigiini garanti eder ve dogal anti-koyun aglitininlerinin (Forssman heteroantikorlari, enfeksiydz
mononiikleoz antikorlari...) neden oldugu herhangi bir etkilesimi ortadan kaldirir.

Reaksiyon, U-mikroplaka iginde gergeklestirilir.

Kullanimi basit ve hizlidir, sonuglar 2 saat iginde alinir.

4 - REAKTIFLER VE MALZEMELER

Aciklama Miktar
R1 : 2,2 mL duyarlilastiriimis kirmizi kan hiicreleriiceren sise
R2: 2,2 mL duyarlilagtinimamis kirmizi kan hiicresi iceren sise
BUF : 55 mL fosfat tamponu pH 7,2 iceren sise

R3 : 2 mL adsorban sisesi

KONTROL + : 0,2 mL titrasyonlu pozitif kontrol sisesi
KONTROL - : 0,2 mL negatif kontrol sisesi

MIKROPLAKA : U tabanl mikroplaka

DROPPER : 6zel damlalik
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5— ONLEMLER

- Reaktifler sadece in vitro tani amaglidir ve yetkili personel tarafindan kullaniimalidir.

- Reaktifler ve mikroplaka, kutunun tizerinde belirtilen test sayisi kadar kullanilabilir. Mikroplakanin her bir kuyucugu tek kullanimliktir.

- BUF reaktifi harig tlim reaktifler hayvansal kaynakl hammaddeler icerir ve dikkatli bir sekilde kullaniimalidir.

- Hasta numuneleri potansiyel olarak bulasicidir. Hijyen kurallarina ve kullanim (lkesinde bu tir Griinler icin gegerli olan mevcut diizenlemelere uyularak dikkatli bir
sekilde kullaniimalidir.

- Reaktifler sodyum azid (konsantrasyon < %0,1) igerir. Reaktiflerde bulunan sodyum azid, borulardaki agir metallerle reaksiyona girerek patlayici bilesikler olusturabilir.
Bu nedenle, reaktifleri lavaboya dokmemek ve yirirltikteki atik bertarafi ile ilgili 6neri ve diizenlemelere uymak tavsiye edilir.

- Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayin.

- Farkli parti numaralarina ait reaktifleri kullanmayin.

- Kullanmadan énce hasarli veya yanlis saklanmis reaktifleri kullanmayin
- Kullanmadan 6nce serum ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesini bekleyin.

- Kullanmadan 6nce R1 ve R2 reaktiflerini dikkatlice galkalayin.
- R1 ve R2 reaktiflerini dagitirken, damlaligin tamamen dikey oldugundan emin olun. Sabit daditim hacimleri saglamak igin damlalarda hava kabarcigi
olmadigindan emin olun.

6 — ORNEK ALMA VE iSLEME

Kuru tiiplerde kan alindiktan sonra elde edilen taze serum kullanin (2-8°C'de 7 gline kadar veya 7 glinden uzun siire saklamak igin -20°C'de saklayin) ve hemoliz,
bulaniklik, sarilik veya kontaminasyon gdstermeyen serum kullanin. Her laboratuvarin, kullanilan toplama ttiplerinin uyumlulugunu dogrulamasi 6nerilir.

Tekrar tekrar dondurup ¢ézdirmekten

kaginin. Serumu bozmayin.

7 - REAKTIFLERIN SAKLANMASI VE HAZIRLANMASI
Reaktifler kullanima hazirdir.
Reaktifler, orijinal ambalajinda ve agildiktan sonra 2-8°C'de saklandiginda, kutunun tizerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Dondurulmamalidir.

8 — GEREKLI ANCAK SAGLANMAYAN MALZEME

- Olgiilecek hacme uygun pipetleme hacmine sahip otomatik pipet(ler);
- Kontamine atik kaplari;

- Santrifij;

- Hemoliz tiipleri.

9 - YONTEM
Reaktifleri

1 6nce oda 1a ini b yin.

9.1 — Numune hazirlama

Test edilecek serumun 1:40 oraninda seyreltimesini saglayin:
* 50 pL serum;
* 1,95 mL BUF reaktifi.

9.2 - Mikroplaka iizerinde testin gerceklestirilmesi

- Gok kanalli mikropipet kullanarak, mikroplakanin 8 kuyucuguna 50 pL BUF reaktifi ekleyin.

- Mikropipet kullanarak, 1. kuyuya 50 pL seyreltiimis serum ekleyin.

Serumu BUF reaktifiyle karistirin ve tercihen bir mikrodiltiator kullanarak seri seyreltme yapin. Bunun igin 1. kuyucuktan 2. kuyucuga 50 pL, ardindan 2. kuyucuktan 3.
kuyucuga 50 pL ve bu sekilde 6. kuyucuga kadar devam edin. 6. kuyucuktan 50 pL atilir.

Bu sekilde, 1:80 ila 1:2560 arasinda seyreltiler elde edilir.

- 7. kuyuya 50 pL seyreltilmis serum ekleyin.
Serumu BUF reaktifiyle karistirin ve ardindan 50 pL'yiatin.
Bu seyreltme (1:80) serum kontroliidiir ve belirli serum numunelerinde bulunabilecek dogal anti-koyun aglitininlerini tespit etme goérevi vardir.

- R1 ve R2 reaktiflerini dikkatlice galkalayin.
* ilk 6 kuyuya 1 damla R1 reaktifi ekleyin.
* 7. kuyuya (serum kontrolii) 1 damla R2 reaktifi ekleyin.
* BUF ve R1 reaktifinin gegerliligini kontrol etmekle gérevli 8. kuyuya (reaktif kontrolli) 1 damla R1 reaktifi ekleyin.

Not: Her test serisi icin yalnizca bir reaktif kontrolii gergeklestirin.

- Kuyucuklarin igerigini ok dikkatli bir sekilde calkalayin:
* ya da mikroplakanin yan tarafina hafifge vurarak, mikroplakay tezgahin tizerine diiz bir sekilde yerlestirin;
« veya mikrotitre plakalari igin titresimli plaka galkalayici kullanarak (6regin 1300 rpm'de 10 saniye boyunca). Orbital galkalayici kullanmayin.

- Ardindan plakayu, titresimden korunacak sekilde, 15 ila 30°C arasinda oda sicakliginda bekletin.
- 2 saat sonra reaksiyonu okuyun. Sonuglar en az 1,5 saat ve en fazla 24 saat sonra yorumlanabilir.

9.3 — Serum kontroliiniin agliitinasyonu durumunda dogal anti-koyun agliitininlerinin adsorpsiyonu
- R3 reaktifini dikkatlice galkalayin.
- Bir tliplin igine sunlari ekleyin ve kanstirin:
* 0,1 mL serum;
* 0,3 mL R3 reaktifi.
- Oda sicakliginda 60 dakika inklbe edin.
- 2000 rpm'de 15 dakika santrifijleyin.
- Slipernatanti toplayin; serum artik 1:4 seyreltme oranindadir.
- Adsorbe edilmis stok seyreltme (1:40) elde etmek igin stipernatanti BUF reaktifinde 1:10 seyreltin.
- "Mikroplaka izerinde testin gerceklestirimesi" boliimiinde agiklanan adimlari izleyin, ancak stok seyreltmeyi adsorbe edilmis stok seyreltme ile degistirin.

10 - OKUMA
Negatif reaksiyon:

Hemagliitinasyon yok.

Kuyucugun dibinde az ya da gok biiy(ik bir halka varligi.
Pozitif reaksiyon: Hemagliitinasyon varhg.

Kuyucugu kaplayan bulanik kirmizi/kahverengi bir tortu varligi, bazen ince bir gevresel sinir vardir.

Ormnek: 1/1280 seyreltmede pozitif serum.

180 1/160 1/320 1/640 11280 1/2560 Serum Reakif
kontrol kontrol

11 - SONUCLARIN YORUMLANMASI

Titre < 1/160: Onemli olmayan reaksiyon.

Hidatidozun muhtemelen yoklugu.

Testi 2 ila 3 hafta sonra tekrarlayin ve immiinoblotting testi ile birlestirin.
Titre = 1/160: Suipheli reaksiyon.

Testi 2 ila 3 hafta sonra tekrarlayin ve immiinoblotting testi ile birlestirin.
Titre 2 1/320: ilerleyici hidatidoz lehine énemli reaksiyon. 12 — IC KALITE
KONTROLU

CONTROL+ ve CONTROL- reaktifleri test serumlar gibi muamele edilmelidir. CONTROL+ reaktifinin titresi, sise etiketinde yazli titre ile + bir seyreltme farki kadar ayni
olmalidir. CONTROL- reaktifinde herhangi bir hemagliitinasyon olmamalidir. Hemagliitinasyon varsa test gecerli degildir.



13 - HATALARIN NEDENLERI VE TEST SINIRLARI

- Serumun kotli muhafaza ediimesi.

- Aclldiktan sonra reaktiflerin kétli muhafaza edilmesi.

- Sadece kitte bulunan damlaliklari kullanin.

- Sadece kitte bulunan, U seklinde tabanli plakalari kullanin.

- R1 ve R2 reaktifleri arasindaki damlaliklari birbiriyle degistirmeyin.

- Ilk 6 kuyucukta pozitif reaksiyon gériilmesi durumunda, hemagliitinasyonun titre sinirini belilemek igin seri seyreltme iglemini devam ettirin.

- Serum kontrolli negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontroliin hemaglitinasyon durumunda, adsorpsiyon yoluyla serumdan dogal anti-koyun aglitininleri
ortadan kaldirdiktan sonra testi yenilemek gerekecektir.

- Reaktif kontrolli negatif reaksiyon (halka) vermelidir. Bu kontroliin hemaglutinasyon durumunda, ELI.H.A Echinococcus kiti kullanilamaz.

- Antikor konsantrasyonu ¢ok yliksek olan bazi serumlar, ilk seyreltmelerde bir bélge fenomenine (bulanikligin kaybolmasiyla birlikte) neden olabilir, ancak bu fenomen
sonraki seyreltmelerde kaybolur.

- Reaktiflerin kalitesi, mikroplakanin hicbir sekilde hareket ettirimemesi ve herhangi bir titresim kaynagindan korunmasi kosuluyla, reaksiyonun aksam saatlerinde
gerceklestiriimesini ve testin ertesi sabah okunmasini miimkin kilar.

- Test yapmak igin kullaniimig bir kuyuyu tekrar kullanmayin.

- Tibbi biyoloji prosediirleri igin Fransiz terminolojisi, ekinokokkozun serolojik taramasi igin anti-Echinococcus antikorlarinin aranmasinin iki farkl teknik kullanilarak
gergeklestiriimesi gerektigini belirtir. Bunun amaci, bilinmeyen herhangi bir miidahaleyi ortadan kaldirmaktir. Bu nedenle, bu serolojinin genel yorumlanmasi, kullanilan
farkl tekniklerin sonuglarina dayandiriimalidir. Her durumda, nihai tani konulmadan énce klinik, epidemiyolojik ve biyolojik verilerin tam olarak dikkate alinmasi gerekir.
- Mikroplakay! hareket ettirmeden veya titrestirmeden, test aksam saatlerinde yapilabilir ve ertesi sabah (yani maksimum 24 saatlik reaksiyon stiresinden sonra) okunabilir.

14 — PERFORMANS

14.1 “ANALITIK PERFORMANS

14.1.1 - Tekrarlanabilirlik

Pozitif serumda, cihaz bir kuyucuk farki kabul edilebilir toleransla %100 tekrarlanabilirlige sahiptir. Negatif serumda,
cihaz sonugta pozitiflik toleransi olmadan %100 tekrarlanabilirlige sahiptir.

Serum kontrolii ve reaktif kontrol kuyucuklar %100 tekrarlanabilifige sahiptir.

14.1.2 — Tekrarlanabilirlik

Pozitif serumda, cihaz bir kuyucuk farki kabul edilebilir toleransla %100 tekrarlanabilirlige sahiptir. Negatif serumda,
cihaz sonugta pozitiflik toleransi olmaksizin %100 tekrarlanabilirlige sahiptir.

Serum kontrolii ve reaktif kontrol kuyucuklar %100 tekrarlanabilifige sahiptir.

14.1.3 - Girisim

Echinococcus tirleri olan E. multilocularis ve E. granulosus arasinda yiiksek genetik homoloji olmasi nedeniyle, ¢apraz reaktiviteyi diglamak igin ikincil testler
gereklidir (9).

Anti-Fasciola antikorlari veya anti-S. mansoni antikorlari i¢in pozitif numunelerde gapraz reaksiyonlar gézlemlenmistir (2).

Toksoplazmoz, HIV, EBV, aspergilloz, filariyaz ve klonorkiyaz hastalarindan alinan numunelerde ¢apraz reaksiyonlar gézlemlenmistir (1,3).

Hemoglobin, lipitler ve bilirubin ile olasi etkilesimler CLSI EPO7 onerileri (4,5,6,7,8) dogrultusunda incelenmistir. Asagidaki maksimum
konsantrasyonlara kadar 6nemli bir etkilesim saptanmamistir:

Tablo 2 ve 3: 1/320 esik degeri icin klinik performans

Galisma Galisma n°1[10] Galisma no. 2 [11] Galisma no. 3[2]
Yayin yil 2009 2024 2010
30 diger parazitoz
Akciger hidatik kisti Parazitoz ve Kistik ekinokokkoz stiphesi Kistik ekinokokkoz hastalarindan alinan
s ;lg;;‘ rda?\ Ia“:a;‘ diger pulmoner Sagiki Kisilerden olan hastalardan alinan 74 hastalarindan alinan 30 | serum, Parazitoz bulunmayan
ii hastaliklari olan Kl KISl serum (3 ila 86 yaslari serum ve baska parazit S. mansoni (n=6), ulu
Popiilasyon 19 serum il alinan 20 serum ! e ko oy, e hastalardan alinan 10

hastalardan
alinan 40 serum

arasinda 51 kadin ve 23
erkek)

enfeksiyonu olmayan
hastalar

Fasciola (n=6), H. nana
(n=6), E. histolytica (n=6)
ve Giardia lamblia (n=6).

serum

Karsilastirmali yontem

Klinik ve radyolojik

Kilinik analiz ve cerrahi

(referans standardi) Calisma sonuglar NA NA raporlarin sonuglari NA NA
Duyarlilik 1/320 736 70,8 86,7
Ozgiilliik 1/320 98,3 96,2 %
PPV* 1/320 93,3 97,1 %
NPV* 1/320 92,1 64,1 90,5
Galisma Galisma n°4[12] Galisma n°5 [13]
Yayin yili 2023 2016
Kistik ekinokokkoz stiphesi olan - S «
. 18 kistik ekinokokkozlu Kistik ekinokokkozlu Saglikh deneklerden
Popiilasyon hastalardan alinan 23 serum cocuklardan alinan serum yetiskinlerden alinan 27 alinan 20 serum

ekinokokkoz

serum

Karsilagtirmali yontem

Histopatolojik inceleme:

Klinik inceleme ve tibbi goriintiileme

(referans standardi)
Duyarlilik 1/320 82,4% 88,9%
Ozgiilliik 1/320 100%* 100%*
PPV*1/320 100%* 100%*
NPV* 1/320 66,7%" 80%*
*: PPV: Pozitif Ongorii Degeri
*: NPV: Negatif jorii Degeri

2: ELITech Microbio tarafindan hesaplanan deger

Bilimsel literatlirde, 1/160 anlamlilik esigi icin klinik duyarlilik ve 6zguilliik sirasiyla %94 ve %100'd(r.
1/320 anlamlilik esigi icin klinik duyarlilik ve 6zguilliik sirasiyla %73,6 ile %88,9 ve %95 ile %100 arasinda degismektedir. 1/160 anlamlilik esigi igin

PPV %100 ve NPV %85,7'dir.

1/320 anlamlilik esigi icin PPV %92,86 ile %100 arasinda, NPV ise %66,67 ile %92,1 arasinda degismektedir.

15 — ATIKLARIN ORTADAN KALDIRILMASI

Kapsamli bir literatlir taramasi, potansiyel ilag etkilesimlerini ortadan kaldirmamizi ve heniiz tanimlanmamis herhangi bir etkilesimle iligkili riski miimkiin oldugunca

azaltmamizi sagladi.

14.2 - KLiNIK PERFORMANS
ELI.H.A Echinococcus, Echinococcus granulosus antijeni ile duyarli hale getirilmis kirmizi kan hiicrelerinden olusur. Reaksiyonda duyarlilik ve 6zglillik saglar. 221 insan
serumu lizerinde yapilan bir ¢alismada, %93,0 duyarlilik (kist konumuna bakilmaksizin) ve %94,9 ézgiilliik gésterilmistir. IFI ve ELISA testleri ile yapilan karsilagtirmalar,

Test edilen maddeler Maksimum konsantrasyonlar
Bilirubin 800 mg/lL
Lipidler 15 glL
Hemoglobin 10 gL

bu farkl reaksiyonlar arasinda dikkate deger bir tamamlayicilik oldugunu gostermistir (1).

ELLH.A Echinococcus kitinin klinik performansi, 2009 ile 2023 yillari arasinda yayinlanan bes yayina dayanan bilimsel literatiiriin incelenmesi ile degerlendirilmistir

(2,10,11,12,13).

Asagidaki sonuglar elde edilmistir:

Tablo 1: 1/160 esik degeri icin klinik performans

Calisma Calisma n°4 [12]
Yayin yil 2023
Popiilasyon Kistik ekinokokkoz sliphesi olan

hastalardan alinan 23 serum

Karsilagtirmal yontem
(referans standardi)

Histopatolojik inceleme

Duyarlilik 1/160 94%*

Ozgiilliik 1/160 100%*
PPV* 1/160 100%*
NPV* 1/160 85,7%"

Atiklar, kullanim Ulkesinde bu tiir trlinler icin gegerli hijyen kurallari ve mevcut yonetmeliklere uygun olarak bertaraf edilmelidir.
BUF reaktifi dokiillirse, galisma alanini emici kagitla temizleyin ve suyla durulayin. Calisma alanina bagka bir reaktifin serumu dokiiliirse, gamasir suyu ve emici kagit
kullanarak temizleyin.
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